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Priprava mutantnih oblik EpCAM za študij cepitve s proteazo TACE  
 
Povzetek:  
Epitelijska celična adhezijska molekula (EpCAM) je homodimerni transmembranski glikoprotein, 
vključen v procese celičnega signaliziranja. Fiziološka prisotnost povišane količine EpCAM na površini 
zarodnih celic epitelijskih tkiv in manjšega števila na diferenciranih celicah priča o njegovem pomenu 
pri razvoju in regeneraciji tkiv. Če v celicah normalnega diferenciranega tkiva pride do porušenja 
ravnotežja obsega cepitve EpCAM, je to znak za tumorsko spremenjenost celic. EpCAM je povečano 
izražen na površini rakavo spremenjenih celic številnih adenokarcinomov in metastazirajočih celic in je 
kot tak pomemben tumorski označevalec v prognostiki nekaterih rakavih obolenj. Zaradi razlike v 
obsegu izražanja na površini normalnih in rakavo spremenjenih celic je EpCAM potencialno primerna 
tarča imunoterapevtikov. Zunajcelični del EpCAM (EpEX) je podvržen proteolitičnim cepitvam 
šedaznih encimov, pri katerih se topna oblika EpEX sprosti v zunajcelični prostor. Zaporedje nadaljnjih 
cepitev privede še do sprostitve znotrajceličnega dela (EpIC), ki se nadalje vključi v β-kateninsko 
signalno pot. Povečan obseg cepitve se v končni fazi odrazi v prepisovanju genov, ki spodbujajo 
migracijo in proliferacijo celic.  
Predpostavlja se, da so v cepitev vključeni zaenkrat še neidentificirani interakcijski partnerji, ki 
opravljajo vlogo regulatorjev cepitve. Eden izmed pristopov za študij vpliva regulatorjev na cepitev je 
identifikacija regij na površini EpCAM, ki so vključene v omenjene interakcije in posledično v cepitev. 
Študije cepitve in vivo predhodno načrtovanih mutantnih proteinov s seti mutacij na različnih delih 
površine so za nekatere izmed njih pokazale signifikantno odstopanje obsega cepitve glede na divji tip 
proteina. Z izražanjem zunajceličnega dela izbranih mutantov in s CD-spektrometrijo bi lahko preverili 
pravilnost njihovega zvitja in na podlagi tega sklepali, ali je spremenjen obseg cepitve res posledica 
prekinitve interakcije z vezavnimi partnerji in ne nepravilnega zvitja ali drugačnega znotrajceličnega 
razmeščanja. 
Diplomsko delo je sestavljeno iz dveh delov: predstavitve pristopov za identifikacijo ključnih cepitev 
transmembranskih proteinov in priprave DNA-konstruktov z zapisi za mutantne oblike EpCAM, ki bi 
jih uporabili za analizo pravilnosti zvitja. Mutacije smo v zapis vnašali z metodo mestnospecifične 
mutageneze Quik-Change, ki temelji na načrtovanju mutantnih začetnih oligonukleotidov in PCR. 
Njeno uspešnost smo povečali z ločitvijo začetnih oligonukleotidov v posamezni vzporedni reakcijski 
mešanici. Pripravljeni DNA-konstrukti bodo uporabni za nadaljnje delo v smislu podrobnih analiz 
cepitev EpCAM in vitro. 







Preparation of EpCAM mutants for cleavage studies with TACE protease 
 
Abstract: 
The epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) is a homodimeric transmembrane glycoprotein, 
involved in cell signalling pathways. Physiologically present higher expression levels of EpCAM on the 
surface of stem cells and lower on the surface of differentiated cells indicate its role in the tissue 
development and regeneration of the organism. The collapse in the balance of the cleavage abundance 
is a sign for the tumorigenic transformation of cells. Higher levels of EpCAM expression are typical for 
many types of adenocarcinoma and metastatic cells and therefore relevant as a tumor marker in the 
prognostics for some types of cancers. The difference in EpCAM expression levels in normal and cancer 
cells implies its potential role as an immunotherapeutic target. The extracellular domain of EpCAM 
(EpEX) is subjected to proteolytic cleavages mediated by proteolytical enzymes, called sheddases. Such 
cleavages result in a release of a soluble EpEX into the matrix. The sequence of following cleavages 
leads to the release of an intracellular domain (EpIC), which is further integrated in the signalling 
processes of β-catenin pathway. The increased extent of cleavages ultimately leads to more abundant 
transcription of genes, correlated to cell migration and proliferation. 
The cleavages by sheddases are presumably regulated by yet unidentified regulators/interaction partners. 
One of the approaches for studying the effect of such regulators is by the selective mutagenesis of EpEX 
surface amino acids and the analysis of the effect those mutantions have on the extend of the cleavages 
through diminished or abolished interaction with the particular regulator. The results of one of such 
analysis imply that the cleavage rate of some mutants by proteases significantly differs from that of the 
wild type. Secondary structure analysis using CD spectrometry would assure that increased rate of the 
cleavage is not a result of a misfolded protein due to the introduced mutations but a biologically relevant 
consequence of the absence of an important cleavage/RIP regulator. 
This work is combined of a short review on current approaches addressing the identification of key 
cleavages during the shedding process and of the cloning of DNA constructs of EpCAM mutants for 
further  analysis of proper folding. Mutations were introduced into the DNA sequence using the method 
of the site-directed mutagenesis Quik-Change which is based on the mutant primers design and the 
polymerase chain reaction. We increased its efficiency by separating primers into two separated reaction 
mixtures. The prepared DNA constructs will be further used for the detailed in vitro analysis of the 
EpCAM cleavage. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ADAM disintegrinska metaloproteaza 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
ak  aminokislina  
bp  bazni par 
CD C-končna domena  
CTC cirkulirajoče tumorske celice 
CTF C-končni fragment 
ddNTP dideoksiribonukleotid trifosfat 
dH2O  deionizirana voda 
DMSO  dimetilsulfoksid 
dNTP deoksiribonukleotid trifosfat 
EpCAM epitelijska celična adhezijska molekula 
EpEX zunajcelični del EpCAM 
MQ ultra čista voda 
mut. mutant 
ND N-končna domena 
ng-EpEX neglikozilirana oblika EpEX 
NRR negativna regulatorna regija 
ɸ hidrofobna aminokislina 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
RCD ang. ridge on CD 
RIP regulirana intramembranska proteoliza 
SEA ang. sea urchin enterokinase agrin 
SNAPS test Notch za proteolitična stikala (ang. Notch assay for proteolytic switches) 
SPRINP vzporedni verižni reakciji s polimerazo z ločenimi začetnimi oligonukleotidi (ang. single 
primer reactions in parallel) 
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 










Precejšen delež membranskih proteinskih molekul  na površini celice je vključen v zaznavanje različnih 
komponent okolja. Posredovanje informacij preko kompleksnih signalnih poti privede do oblikovanja 
ustreznih fizioloških odgovorov, ki celici oz. organizmu omogočijo preživetje in konkurenčnost v 
spreminjajočem se okolju. 
Enega takšnih membranskih proteinov – epitelijsko celično adhezijsko molekulo (EpCAM) – so prvič 
opisali leta 1979 kot prevladujoči antigen na celicah rakavo spremenjenega epitelija debela črevesa1. 
Skupaj z njegovim edinim do sedaj znanim paralogom Trop2 (ang. the throphoblast cell surface antigen 
2) oblikuje proteinsko družino GA733. Pri človeku se gen EPCAM, ki kodira za protein EpCAM, nahaja 
na drugem kromosomu2. Zapisi za EpCAM med vrstami višjih vretenčarjev izkazujejo veliko 
evolucijsko ohranjenost3.  
Proteinu EpCAM so sprva pripisovali adhezijsko funkcijo, kasneje pa so odkrili njegovo vlogo pri 
celičnem signaliziranju, ki je neposredno povezana z nenormalno spremenjenostjo večine epitelijskih 
tkiv. 
1.1 Fiziološki in patološki pomen EpCAM 
Visoka raven izražanja EpCAM je v splošnem značilna za celice, ki se pospešeno delijo, in neznačilna 
za povsem diferencirane celice2. Fiziološka vloga EpCAM je povezana s povečanim izražanjem na 
površini zarodnih celic in zmernim izražanjem v lateralnem in bazolateralnem delu membran 
enostavnih, psevdoplastnih in prehodnih epitelijev3. Pri odraslem človeku je najobsežneje izražen v 
membranah celic črevesnega epitelija. V tkivu črevesnega epitelija je mogoče opaziti gradient 
številčnosti molekul EpCAM, ki pada v smeri od kript do vilov odgovarjajoče vzorcu diferenciranosti 
celic; v kriptah se nahajajo zarodne celice, ki se vzdolž resic do konic vilov diferencirajo v zrele 
epitelijske celice; npr. enterocite (slika 1.1)2. 
EpCAM je povečano izražen tudi v zarodnih predniških celicah drugih organov, npr. jeter, med 
embriogenezo in v odraslem obdobju osebka tekom regeneracije tkiva4. Ker lahko na osnovi izraženosti 
EpCAM razlikujemo med proliferirajočimi in diferenciranimi celicami epitelijskih tkiv, lahko protein 
uporabimo kot označevalec pluripotentnih embrionalnih zarodnih celic5. Raven izražanja EpCAM med 
diferenciacijo verjetno ni uravnavana preko neposredne metilacije gena EPCAM, temveč preko 
epigenetskih modifikacij histonov6. 
Povečano izražanje EpCAM na membranah celic epitelijev debelega črevesa, trebušne slinavke, 
jajčnikov, žleznega tkiva dojke in jetrnih celic pogosto neposredno nakazuje na prisotnost tumorsko 
preobraženega tkiva (pregledno v ref. 3). Signaliziranje preko EpCAM privede do povečane proliferacije 




in migracije celic, zaradi česar je molekula pomembno vključena v proces metastaziranja rakavih celic. 
To potrjuje dejstvo, da so povečano raven izraženosti EpCAM odkrili na površini nekaterih 
cirkulirajočih tumorskih celic (CTC), ki se jim zaradi prečkanja epitelijsko-mezenhimskega prehoda 
poveča sposobnost potovanja po organizmu (slika 1.1)7. 
EpCAM poleg prognostičnega markerja velja tudi za potencialno tarčo različnih imunskih pristopov 
zdravljenja (pregledno v ref. 3). 
 
Slika 1.1: Fiziološka in patološka razporeditev molekul EpCAM na površini črevesnih epitelijskih celic. Molekule 
EpCAM so v diferenciranih celicah črevesnega epitelija (npr. enterocitih) prisotne v nizkem številu, v membranah zarodnih 
celic (celice na shemi so prikazane brez mikrovilov), ki se nahajajo na dnu črevesne kripte, pa je njihovo število občutno večje. 
Raven izražanja EpCAM je povečana tudi na površini rakavo spremenjenih celic (na shemi označenih z modro). Taka celica 
postane mobilnejša in sposobna prečkanja žilnega endotelija. CTC se lahko po krvnem obtoku razširi do drugih organov, kjer 
metastazira. Zgornja in vse nadaljnje sheme so bile ustvarjene s spletnim orodjem BioRender.com. 
 
EpCAM je poleg očitne vloge pri kancerogenezi vključen tudi v nekatera druga prirojena bolezenska 
stanja. Mutacije v genu EPCAM lahko privedejo do sindroma Lynch8 ali hude oblike enteropatije CTE 





1.2 Struktura proteina EpCAM 
EpCAM je transmembranski glikoprotein tipa I z od stopnje glikozilacije odvisno molekulsko maso 
okoli 35 kDa10,11. Zrelo obliko molekule, dolgo 291 aminokislinskih ostankov, v grobem sestavljajo trije 
deli – zunajcelični del (EpEX, neglikozilirana oblika: 27 kDa), transmembranska regija (EpTM) in 
majhen znotrajcelični del (EpIC, 3 kDa) (slika 1.2). 
Zunajcelični del EpCAM je zvit v kompaktno trikotno obliko, ki sega 5 nm od površine celice12 in 
obsega tri ključne strukturne elemente: N-končno (ND), tiroglobulinsko (TY) in C-končno domeno 
(CD) (slika 1.2). Prvi aminokislinski ostanek Gln24, ki se izpostavi po odcepu 23 aminokislinskih 
ostankov dolgega signalnega peptida, je posttranslacijsko modificiran v piroglutamat (pyroGlu24)13. 
 
Slika 1.2: Podenote in struktura monomerne ter dimerne oblike proteina EpCAM. (a) Topološki prikaz razporeditve 
delov polipeptidne verige EpCAM in lokacije glikozilacijskih mest. ND je obarvana zeleno, TY modro, CD rožnato, EpTM 
sivo in EpIC oranžno. (b) Prikaz površine strukture EpEX s shematsko prikazanimi glikanskimi verigami. Transmembranski 
in znotrajcelični del sta prav tako prikazana shematsko. Barvne oznake se ujemajo z delom sheme (a). (c) Struktura dimera 
EpEX in shematski prikaz interakcij v transmembranskem in znotrajceličnem delu. Barvne oznake se ujemajo z oznakami na 
delih sheme (a) in (b). Zgornji in vsi nadaljnji modeli struktur so bili urejeni s programom Chimera 1.13.1. (PDB ID: 4MZV). 
 
N-končna domena (pyroGlu24–Leu62) je na celokupno število pripadajočih aminokislinskih ostankov 
izrazito bogata z disulfidnimi vezmi. Tovrstnim t. i. mikrodomenam, bogatim s cisteinskimi ostanki, so 
pripisali pomembno vlogo pri medproteinskih interakcijah;14 epitop večine do sedaj pripravljenih 
monoklonskih protiteles proti EpCAM se nahaja ravno na ND12,15. Iz omenjenega lahko sklepamo na 
potencialno možnost udeleženosti ND pri interakciji EpCAM z zaenkrat še slabo raziskanimi fiziološko 
prisotnimi interakcijskimi partnerji. 
  




N-končni domeni sledi tiroglobulinsko zvitje (Ala63–Arg138) z značilnim evolucijsko ohranjenim 
vzorcem disulfidnih vezi Cys66–Cys99, Cys110–Cys116 in Cys118–Cys135 ter aminokislinskim 
zaporedjem CWCV znotraj motiva βB (slika 1.3). Iz sicer kompaktnega z disulfidnimi vezmi 
stabiliziranega hidrofobnega jedra, ki ga oblikujejo elementi sekundarne strukture (α, βB)  in okoliški 
aminokislinski ostanki polipeptidne verige, štrli  tiroglobulinska zanka (TY-zanka)12. Znotraj zanke 
ležeča aminokislinska triada Gly79–Arg80–Arg81 nekaterim proteazam predstavlja značilno cepitveno 
mesto16. 
C-končna domena zunajceličnega dela EpCAM (Val139–Lys265) je največja izmed treh domen in ne 
vsebuje disulfidnih vezi. Oblikovana je v značilno zvitje α + β. Alfa-vijačnici α2 in α3 se nahajata na 
eni strani rahlo ukrivljene beta-ploskve (βC). Naboj na konkavno ukrivljenem površju C-končne domene 
je negativen. Znotraj C-končne domene se nahaja regija RCD (ang. ridge on CD), ki povezuje vijačnico 
α3 in ploskev βC ter poteka vzporedno vijačnici α2 in majhni lasnični zanki. Regija RCD se skupaj z 
ND nahaja distalno od membrane (slika 1.3)12. 
Človeški EpCAM je glikoziliran na treh mestih: Asn74 na začetku TY-zanke, Asn111 znotraj ploskve 
βB in Asn198 med ploskvijo βC in vijačnico α3 znotraj C-končne domene (slika 1.3)13. Heterogeno 
glikozilirana mesta se torej delno nahajajo na območju, ki je obrnjen proti membrani, in na začetku oz. 
koncu žleba na proč od membrane obrnjenem delu. Na vrhu EpEX (RCD, ND) ni glikozilacijskih mest12. 
 
Slika 1.3: Struktura zunajceličnega dela EpCAM (EpEX). N-končna domena (ND) je obarvana zeleno, tiroglobulinska 
(TY) modro in C-končna domena (CD) rožnato. S simboli v barvah, ki ustrezajo posameznim domenam, so označeni značilni 
elementi sekundarne strukture. Na sliki so obarvani tudi cisteinski ostanki, ki se med seboj povezujejo v disulfidne vezi. S sivo 
so obarvani aminokislinski ostanki, na katere je pripeta shematsko prikazana glikanska veriga12 (prirejeno po ref. 12).  
 
C-končni del EpEX se nadaljuje v α-vijačni transmembranski del EpCAM. Na proti membrani 




V letu 2001 so prvič opisali in objavili, da se EpCAM v membrani celic nahaja v dimerni obliki17,18. 
Kasneje so ugotovili, da do dimerizacije lahko pride že med zunajceličnima deloma, kar so potrdili s 
prečnim povezovanjem in gelsko izključitveno kromatografijo11. Dimerizacijo EpCAM je potrdila tudi 
določitev strukture12, dokončno pa je bila prisotnost dimerov l. 2018 potrjena tudi in vivo11. 
Med dvema regijama RCD se oblikuje žleb, na katerega diagonalno štrlita majhni N-končni domeni. 
Žleb je stabiliziran z izmenično pozitivnimi in negativnimi interakcijami med podenotama. Podenoti 
dimera sta orientirani tako, da se C-konca obeh podenot nadaljujeta v isti smeri – proti 
transmembranskemu delu in tvorita t. i. cis-dimer (slika 1.2-c)12.  
Interakcijska površina predstavlja 14 % celotne površine posamezne podenote oz. 1980 Å2. Ključne 
interakcije, ki vzdržujejo obstoj dimera, se vzpostavijo med aminokislinskimi ostanki  TY-zanke 
(Arg80, Arg81, Lys83)  ene podenote in konkavno ploskvijo βC (Glu147, Glu187, Asp194) druge 
podenote (slika 1.4)12. 
 
Slika 1.4: Prikaz dimerizacijske površine EpEX. Na sliki je prikazana lokalno elektrostatsko nabita površina, odgovorna za 
privlak, ki se vzpostavi med monomeroma. Tiroglobulinska zanka je obarvana rumeno. Na sliki so posebej označeni 
aminokislinski ostanki, ključni za dimerizacijo. 
 
 
K stabilizaciji cis-dimerov naj bi prispevali tudi α-vijačnici transmembranske regije vsake podenote.  
  




1.3 Vloga EpCAM pri celični adheziji 
Vključenost EpCAM v celične adhezivne procese je prvič Litvinov s sod. predlagal l. 1994. Poročal je, 
da je EpCAM vpleten v proces od kalcija neodvisne celične adhezije, od koder je molekula tudi dobila 
ime. Predpostavili so, da EpCAM stik med celicama vzpostavi preko homofilnih povezav (trans-
tetramerov),19 kar je veljalo vse do l. 2018, ko je Gaber s sod. dokazal, da do neposredne  povezave med 
dvema cis-dimeroma sosednjih celic ne pride11. 
Ugotovljeno je bilo, da na površini ob hkratni izraženosti EpCAM in kadherina E – pomembnega 
mediatorja adherentnih celičnih stikov – EpCAM slabi povezavo med celicama. Do zmanjšane 
pritrjenosti celic pride zaradi prekinjanja interakcij med kadherinom E in molekulami α-aktinina, ki sicer 
predstavljajo most med adhezijskimi molekulami in celičnim citoskeletom20 (podrobneje v poglavju 
1.4). Izguba funkcionalnosti kadherina E privede do izgube celične polarnosti in kontaktne inhibicije, 
kar se odraža v pospešenem razraščanju celic in njihovi zmanjšani pritrjenosti na sosednje celice. V 
razvojnih fazah je povečana izraženost EpCAM ugodna in s pospešeno proliferacijo in olajšano 
mobilnostjo celic pripomore k morfogenezi in regeneraciji tkiva. Enake učinke pa povečano izražen 
EpCAM izkazuje tudi na površini celic maligno spremenjenega tkiva20,21. 
Študije so pokazale, da tudi interakcija EpCAM s klavdinom-7 medcelične stike oslabi22. 
 
1.4 Vloga EpCAM pri celičnem signaliziranju 
Da je EpCAM poleg opravljanja funkcije adhezijske molekule vključen tudi v mrežo celičnih signalnih 
poti, so prvič poročali leta 2009 v povezavi s procesom regulirane intramembranske proteolize (RIP)23.  
Protein, podvržen RIP, je na celični površini izpostavljen različnim cepitvenim encimom – šedazam 
(ang. sheddase) – in γ-sekretaznemu kompleksu. Ti proteolitični encimi svoj transmembranski substrat 
na značilnem prepoznavnem mestu cepijo, kar običajno v sklopu več proteolitičnih cepitev privede do 
sprostitve njegove topne zunaj- in znotrajcelične domene24. Po eni strani RIP vzdržuje ustrezno 
koncentracijo proteinov v celični membrani (odcepljeni topni znotrajcelični fragmenti se nadalje 
razgradijo v proteasomu 25,26), po drugi strani pa se lahko novonastala znotrajcelična domena cepljenega 
proteina nadalje vključi v različne signalne poti v jedru ali citoplazmi, ki pripeljejo do povečane 
migracije in proliferacije celice (slika 1.5)24. Neustrezna regulacija RIP lahko vodi v pospešen razvoj 





Način signaliziranja preko RIP je poleg EpCAM značilen še za številne druge transmembranske proteine 
– predvsem adhezijske in tirozinkinazne receptorske molekule24. Ocenjujejo, da je 8 % vseh doslej 
anotiranih transmembranskih proteinov podvrženih cepitvam, pri katerih pride do sprostitve 
zunajcelične domene27. Primer takšnega je amiloidni prekurzorski protein. RIP amiloidnega 
prekurzorskega proteina je vzrok za nastanek β-amiloidnih peptidov, ki v možganih z medsebojnim 
združevanjem privedejo do tvorbe netopnih plakov, značilnih za Alzheimerjevo bolezen28. Procesu RIP 
so podvrženi tudi receptorji Notch, udeleženi v številnih razvojnih signalnih poteh29.  
 
Slika 1.5: Shematski prikaz sprožitve signalne kaskade preko regulirane intramembranske proteolize. Na sliki je 
prikazan integralni membranski protein, dovzeten za proteolitično cepitev šedaze, ki odcepi zunajcelično domeno. Preostali C-
končni fragment (CTF) je nadalje občutljiv za cepitve znotraj transmembranske regije, po katerih se sprosti topni znotrajcelični 
del, ki se vključi v različne signalne poti (prirejeno po ref. 25). 
 
RIP proteina EpCAM poteče v dveh zaporednih cepitvenih korakih. Po prvi cepitvi se sprosti topna 
oblika zunajceličnega dela EpCAM (EpEX), ki v membrani za seboj pusti C-končni fragment (EpCAM-
CTF). Prvi korak cepitev EpCAM lahko vršita disintegrinska metaloproteaza ADAM17 ali β-sekretaza 
1 (BACE1).  
ADAM17 (ang. a disintegrin and metalloproteinase 17) oz. TACE (ang. tumor necrosis factor α-
converting enzyme) se nahaja v celični membrani, kjer EpCAM cepi na dveh α-mestih – med Asp243 
in Pro244 ter med Pro244 in Gly245 (slika 1.6)30,26. 
Optimalna vrednost pH delovanja BACE1 se giblje med 4 in 4,5, ki se ujema z vrednostmi pH 
endosomov in trans-Golgijevega mrežja, kjer se proteaza tudi nahaja31. BACE1 cepi EpCAM po njegovi 
klatrinsko posredovani internalizaciji s celične membrane na β-mestu, med aminokislinskima 
ostankoma Tyr250 in Tyr251 (slika 1.6)30,26. 





Slika 1.6: Prikaz s trakovi (a) in prikaz površine (b) lokacije cepitvenih mest proteaz TACE in BACE1 na cis-dimeru 
ng-EpEX. Z belo sta prikazani α-cepitveni mesti, ki ju prepozna TACE (α1, α2), s črno pa prepoznavno mesto proteaze 
BACE1 (β1).S črtkano črto je prikazano nadaljevanje C-končne domene EpEX v transmembranski del. Posamezne domene 
EpEX so obarvane skladno s sliko 1.2. 
 
Cepitveni mesti α se nahajata distalno od membrane na elementu RCD, cepitveno mesto β pa na delu, 
ki je še bolj skrit v strukturo na proksimalni strani glede na membrano. Cepitvena mesta so zaradi tvorbe 
cis-dimerov proteazam nedostopna. Večji kot je v celici delež monomerne oblike EpCAM, obsežneje 
potečejo cepitve26. 
Na obseg cepitve poleg ravnotežja med monomerno in cis-dimerno obliko EpCAM verjetno vpliva tudi 
N-glikozilacija, ki se nahaja v neposredni bližini α- in β-cepitvenih mest, razmeščanje EpCAM in šedaz 
v celici (v endosomih zaradi nizke vrednosti pH cis-dimeri niso stabilni26) in pa vpliv interakcijskih 
partnerjev, ki bi uspešnost cepitve lahko uravnavali po različnih mehanizmih25,26. 
Nastali CTF je nadalje podvržen drugemu cepitvenemu koraku (t. i. γ-cepitvi), ki z občutno zakasnitvijo 
po prvi cepitvi poteče v endoplazemskem retikulumu30,26. CTF je cepitvi z γ-sekretazo do neke mere 
podvržen tudi v endosomih in celični membrani32. Znotraj transmembranske vijačnice EpCAM so bila 
identificirana cepitvena mesta; tri γ in dve ε30. Slednji dve pripeljeta do sprostitve topnega 
znotrajceličnega fragmenta EpIC v citoplazmo26. EpIC interagira s proteinom FHL-2 in β-kateninom. 
Nastali kompleks po premestitvi v jedro skupaj s transkripcijskim faktorjem Lef-1 sproži prepisovanje 
genov, povezanih s celično proliferacijo (nekaterih ciklinov in proteinov c-myc) (slika 1.7)30. 
Ker je β-katenin ključen tudi pri vzpostavitvi interakcije med kadherinom E in α-aktininom, EpCAM 






Slika 1.7: Shematski prikaz RIP EpCAM in nadaljnjega signaliziranja preko β-kateninske poti s posrednim vplivom 
na jakost adherentnih celičnih stikov, posredovanih preko kadherina E. Do nastanka CTF-EpCAM lahko pride preko 
cepitve z dvema tipoma šedaznih encimov – na površini celice EpEX odcepi proteaza ADAM17, v znotrajceličnih predelkih z 
nižjimi vrednostmi pH (endosomih, trans-Golgijevem mrežju) pa EpCAM cepi proteaza BACE1. EpEX lahko nadalje sodeluje 
v nekaterih signalnih poteh. Topen EpIC, ki nastane po cepitvi z  γ-sekretazo, interagira s FHL-2 in β-kateninom. EpCAM med 
drugim zaradi interakcije s slednjim povezujejo s povečano mobilnostjo celic. Kompleks po prehodu v jedro interagira s 
transkripcijskim faktorjem Lef-1, ki ob vezavi na DNA poveča raven transkripcije nekaterih onkogenov (prirejeno po ref. 3, 
15). 
 
Poleg signaliziranja preko RIP, značilnega predvsem za celice v tumorsko preobraženem tkivu, je znano, 
da je EpCAM neodvisno vključen tudi v nekatere druge signalne poti, povezane z razvojnimi procesi. 
Zaenkrat so bile opisane povezave s signaliziranjem preko EGFR33, MAP-kinazno signalno potjo34 in 
Wnt-signaliziranjem35. 
  




1.5 Metodološki pristopi k študiju cepitve 
transmembranskih receptorjev 
Kot je omenjeno v prejšnjem poglavju, so številni transmembranski proteini dovzetni za cepitve. Nastali 
fragmenti se vključujejo v različne procese v celici oz. medceličnem prostoru. Nedavno je bilo za 
nekatere transmembranske proteine, podvržene cepitvi (receptor Notch, faktor strjevanja krvi VWF), 
ugotovljeno, da je za izpostavitev sicer proteazi skritega cepitvenega mesta potreben mehanski dražljaj. 
Sila, ki pri tem nastane, spremeni konformacijo proteina in proteazi omogoči približanje aktivnega mesta 
k tarčnemu aminokislinskemu zaporedju substrata36,37. 
Izpostavitev proteolitičnega mesta receptorja Notch metaloproteazam je uravnana z negativno 
regulatorno regijo (NRR), ki se nahaja blizu transmembranske regije receptorja Notch in na kateri samo 
cepitveno mesto tudi leži (slika 1.8)38,39. NRR vsebuje domeno, podobno SEA (ang. sea urchin 
enterokinase agrin), ki obdaja cepitveno mesto transmembranskega proteina, s čimer je dostop šedaznim 
encimom omejen (sliki 1.8, 1.9). Zaradi konformacijskih sprememb v strukturi receptorja Notch, ki jih 
povzroči mehanski dražljaj zaradi vezave specifičnega liganda na receptor, se cepitveno mesto izpostavi 
(slika 1.9)36. 
Odkritje prisotnosti domene, strukturno podobne domeni SEA (slika 1.8-a,b), pri številnih substratnih 
proteinih šedaznih encimov je prispevalo, k temu, da so domene SEA postale nov predmet zanimanja 
pri študiju cepitve transmembranskih proteinov40. Domene SEA so bile opisane kot značilnost kopice 
molekul na celični površini in sekrecijskih molekul; med drugim spermijskega proteina morskega ježka, 
enterokinaze, agrina, perlekana in nekaterih tipov mucinov. Za domeno SEA transmembranskega 
proteina tipa I MUC1 je bilo ugotovljeno, da je podvržena avtoproteolizi. Domena SEA je zgrajena iz 
elementov sekundarne strukture, ki posnemajo značilno zvitje ferodoksina (slika 1. 8-a) (pregledno v 
ref. 41). 
S pomočjo bioinformacijskih analiz na osnovi strukturne homologije so za številne transmembranske 
proteine, za katere je značilen odcep zunajcelične domene, identificirali domeno, podobno SEA. Za 
razliko od domen SEA njihovo do neke mere ohranjeno cepitveno mesto ni podvrženo avtoproteolizi, 
pač pa cepitvi s šedazami. To je bilo ugotovljeno pri primerjavi domene SEA proteina MUC1 z domeno, 
podobno SEA, receptorja Notch. Za domeno, podobno SEA, je značilno, da se nahaja na delu 
zunajcelične domene, ki je sosednji transmembranski regiji. S precejšnjo gotovostjo lahko trdimo, da je 
tudi pomembno vključena v omejevanje dostopa cepitvenih encimov do substrata. Podobnost struktur 
in lokacij cepitvenih mest domen SEA in domen, podobnih SEA, nakazuje na njuno evolucijsko 
sorodnost40. Domeno, ki je ključna za prehod iz za cepitev neobčutljive v za cepitev občutljivo 
konformacijo, imenujemo proteolitično stikalo (ang. proteolytic switch). Ta se lahko uporablja kot tarča 




V sosednjem delu transmembranske regije je bila domena, podobna SEA, identificirana tudi v 
zunajceličnem delu proteina EpCAM. Sovpada z njegovo C-končno domeno in je kljub odsotnosti 
cepitvenega motiva GSɸɸɸ (ɸ predstavlja hidrofobno ak), značilnega za domene SEA, podvržena 
cepitvam šedaznih encimov40. Pomembno je vključena tudi v dimerizacijo EpCAM in jo zato kot 
regulatorja obsega cepitve lahko imenujemo proteolitično stikalo. 
V namen potrditve vloge do sedaj le bioinformacijsko predlaganih proteolitičnih stikal 
transmembranskih proteinov pri njihovi cepitvi zunajceličnega dela je Hayward s sod. v letu 2019 
razvila test Notch za proteolitična stikala (SNAPS – ang. Notch assay for proteolytic switches). Osnovna 
ideja testa je temeljila na pripravi kimernega receptorja Notch, kjer je bila regija lastnega proteolitičnega 
stikala Notch (regija NRR) zamenjana s proteolitičnim stikalom drugih proteinov, ki so podvrženi RIP 
(slika 1.8-c). Šlo je za smiselno načrtovano regijo z vsebujočo domeno, podobno SEA. Ob kontaktu med 
dvema celicama v skladu s signaliziranjem, značilnim za receptor Notch, zamenjana domena nadomesti 
originalno proteolitično mesto receptorja in sproži prepisovanje reporterskega proteina – luciferaze 
(slika 1.9)41. 
   
Slika 1.8: Struktura domen SEA in diagram domen nekaterih proteinov z domeno SEA. (a) Struktura domen SEA in 
domen, podobnih SEA. Na shemi je prikazana primerjava domene SEA človeškega proteina mucina (MUC1) z domenama, 
podnima SEA, človeških proteinov Notch1 in EpCAM. Domene so predstavljene v mavričnem prikazu. (b) Diagram domen 
proteinov z domeno SEA. MUC1 vsebuje domeno SEA, označeno zeleno, Notch1 in EpCAM pa domeno, podobno SEA, 
označeno z rožnato. (c) Prikaz načrtovanega kimernega proteina pri testu SNAPS. Domena NRR proteina Notch1 je 
nadomeščena s proteolitičnim stikalom, del katerega je tudi domena, podobna SEA. Znotrajcelični del je nadomeščen s 
transkripcijskim faktorjem Gal4 (prirejeno po ref. 41). 




S poskusom so druge morebitne mehanizme prehoda proteina v konformacijo, dostopno cepitvenim 
encimom, zamenjali s kontroliranim in poznanim mehanizmom preko mehanskega dražljaja, ki ga je 
mogoče relativno enostavno spremljati z reporterskim sistemom. Izkazalo se je, da do izražanja 
reporterskega proteina pride le v prisotnosti liganda na sosednjih celicah, kar kaže na potrebo po 
mehanskem dražljaju, ki sproži konformacijske spremembe v proteolitičnem stikalu. Da je povečan 
signal res posledica cepitve s šedaznimi encimi, je poleg negativne kontrole potrdilo dejstvo, da se je 
signal ob dodatku inhibitorjev proteaz zmanjšal. Negativno kontrolo je predstavljal receptor Notch, 
kimerno sklopljen s proteinom, ki sicer ni podvržen cepitvam. Opazili so tudi, da so proteini, katerih se 
domena, podobna SEA, v manjši meri prekriva s sosednjo N-končno domeno, konstantno (tudi  brez 
mehanskega dražljaja) izkazovali povišan obseg cepitve. Za takšne proteine predvidevajo, da preklop 
med obliko, ki ni dovzetna za cepitev, in obliko, ki jo šedazni encimi lahko cepijo, poteče po drugačnem 
mehanizmu. Tak protein je tudi EpCAM, za katerega vemo, da na obseg cepitve v veliki meri vpliva 
njegovo oligomerno stanje. 
 
 
Slika 1.9: Mehanizem signaliziranja receptorja Notch in njegova uporaba pri identifikaciji proteolitičnih stikal drugih 
transmembranskih proteinov. (a) Mehanizem signaliziranja preko receptorjev Notch. Ob prepoznavi liganda receptor Notch 
zaradi mehanskega dražljaja spremeni konformacijo regije proteolitičnega stikala, pri čemer se izpostavi prej skrito cepitveno 
mesto. Po cepitvi receptorja s šedazo poteče še cepitev v transmembranskem delu, kar pripelje do sprostitve znotrajcelične 
domene receptorja, ki se nadalje vključi v procese prepisovanja tarčnih genov. (b) Princip testa Notch za proteolitična stikala 
(SNAPS). Pripravljeni kimerni proteini Notch poleg ligand-vezavne domene receptorja Notch in transkripcijskega faktorja 
Gal4 vsebujejo še rožnato obarvano proteolitično stikalo drugega transmembranskega proteina z domeno, podobno SEA 




2 NAMEN DELA 
Kljub poznavanju cepitvenega mesta proteaz TACE in BACE1 na zunajceličnem delu proteina EpCAM 
narava cepitve in vključenost morebitnih interakcijskih partnerjev zaenkrat ostajata neznani. Predhodno 
pridobljeni rezultati obsega cepitve konstruktov EpCAM in vivo z več seti selektivnih mutacij, ki 
sistematično pokrijejo celotno izpostavljeno površino EpCAM v dimeru, nakazujejo na možnost 
vključenosti posameznih delov površine v proces cepitve (Tomaž Žagar, Katedra za biokemijo, UL 
FKKT). 
Prvotni namen diplomskega dela je bil pripraviti pet izbranih mutantnih proteinov EpEX v 
bakulovirusnem ekspresijskem sistemu in glede na divji tip preveriti pravilnost njihovega zvitja z 
metodo cirkularnega dikroizma. Na podlagi tega bi lahko ugotovili ali do spremembe v obsegu cepitve 
pride zaradi mutiranih aminokislinskih ostankov, ki onemogočijo za cepitev ključne interakcije, ali 
mutacije privedejo do nepravilnega zvitja načrtovanega mutantnega proteina in posledično cepitvena 
mesta proteazam postanejo dostopnejša. 
Zaradi izrednih razmer smo namen diplomskega dela prilagodili in ga omejili na načrtovanje in 
optimizacijo postopka uvajanja želenih mutacij ter pripravo trajnih bakterijskih kultur s plazmidom, ki 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.1.1.1 Izhodiščna DNA 
Načrtovane sete mutacij za izbrane mutantne proteine smo uvajali v izhodiščni zapis za neglikozilirano 
obliko zunajceličnega dela EpCAM – ngEpEX (slika 3.1). N-glikozilacija na končno izraženem proteinu 
zaradi zamenjav zapisov asparaginskih glikozilacijskih mest z glutaminskimi aminokislinskimi ostanki 
ne poteče. Na 5'-koncu nukleotidnega zaporedja se nahaja zapis za signalni peptid čebeljega melitina, 
ki protein usmerja v zunajcelični prostor insektnih celic. Zapis za EpEX je na 3'-koncu sklopljen z 
zapisom za heksahistidinsko oznako, ki omogoči označevanje s protitelesi in čiščenje končnega 







       Aminokislinsko in nukleotidno zaporedje se nadaljujeta na naslednji strani. 




     181 S  I  L  Y  E  N  N  V  I  T  I  D  L  V  Q  Q  S  S  Q  K   
     541 AGTATTTTGTATGAGAATAATGTTATCACTATTGATCTGGTTCAACAATCTTCTCAAAAA 
     201 T  Q  N  D  V  D  I  A  D  V  A  Y  Y  F  E  K  D  V  K  G   
     601 ACTCAGAATGATGTGGACATAGCTGATGTGGCTTATTATTTTGAAAAAGATGTTAAAGGT 
     221 E  S  L  F  H  S  K  K  M  D  L  T  V  N  G  E  Q  L  D  L   
     661 GAATCCTTGTTTCATTCTAAGAAAATGGACCTGACAGTAAATGGGGAACAACTGGATCTG 
     241 D  P  G  Q  T  L  I  Y  Y  V  D  E  K  A  P  E  F  S  M  Q   
     721 GATCCTGGTCAAACTTTAATTTATTATGTTGATGAAAAAGCACCTGAATTCTCAATGCAG 
     261 G  L  K  H  H  H  H  H  H  *   
     781 GGTCTAAAACATCACCATCACCATCACTAG 
Slika 3.1: Zapis za neglikozilirano obliko EpEX. (a) Shematski prikaz elementov uporabljenega izhodiščnega zapisa za ng-
EpEX. (b) Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje ng-EpEX. Z vijolično barvo je označen zapis za signalni peptid čebeljega 
melitina, s sivo nukleotidno zaporedje ng-EpEX in z zeleno zapis za heksahistidinsko oznako, STOP-kodon je podčrtan. Z 
rdečo so obarvane točkovne mutacije asparagina v glutamin, ki onemogočijo glikozilacijo.  
 
3.1.1.2 Fagmidni vektor pFastBac1 
Zapis za ng-EpEX (slika 3.1) je bil predhodno vstavljen v fagmidni vektor pFastBac1 (dr. Miha Pavšič, 
Katedra za biokemijo, UL FKKT) (slika 3.2). Z vektorjem pFastBac1 lahko želeno tarčno zaporedje v 
procesu transpozicije prenesemo v bakmid, s katerim  nadalje okužimo insektne celice z namenom 
izražanja proteina v bakulovirusnem ekspresijskem sistemu Bac-to-Bac42.  
 
Slika 3.2: Plazmidna karta vektorja pFastBac1 z vstavljenim zapisom za ng-EpEX. Značilni elementi vektorja: f1 ori – 
mesto začetka replikacija iz bakteriofaga f1 omogoči sintezo enoverižne DNA, AmpR – zapis za odpornost proti ampicilinu, 
ori – mesto začetka replikacije v bakterijskih celicah, GmR – zapis za odpornost proti gentamicinu, Tn7R in Tn7L – 
prepoznavni mesti za transpozazo, ki omogočita prenos vključka iz pFastBac1 v bakmid, zapis za ng-EpEX je vstavljen v 
multiklonirno regijo med zapisa za polihedrinski promotor in poliadenilacijski signal iz virusa SV40 (SV40 pA)42.
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3.1.1.3 Začetni oligonukleotidi 
Za uvajanje načrtovanih mutacij v konstrukt ng-EpEX, ki smo ga izvedli z metodo mestnospecifične mutageneze, smo uporabili začetne oligonukleotide (Tomaž 
Žagar, Katedra za biokemijo, UL FKKT), navedene v tabeli 3.1. Začetne oligonukleotide smo naročili pri podjetju IDT, ZDA. 
Tabela 3.1: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za vnos mutacij z mestnospecifično mutagenezo (PCR QuikChange). Podčrtana so mesta vnosa točkovnih mutacij. Z rdečo so označena 
mesta, ki se na matrično DNA ne prilegajo. Temperature tališča (Tm) smo izračunali s spletnim orodjem Tm Calculator (Thermo Scientific, ZDA). 
oznaka mutanta ime začetnega oligonukleotida (smerni/protismerni) nukleotidno zaporedje začetnega oligonukleotida Tm [°C] 
mut. 4 
EpEX- N42A/N43S/R44E/Q45A-F (smerni) CGTAAACTGCTTTGTGAATGCCTCTGAGGCATGCCAGTGTACTTCAGTTG 
72,8 
EpEX- N42A/N43S/R44E/Q45A-R (protismerni) CAACTGAAGTACACTGGCATGCCTCAGAGGCATTCACAAAGCAGTTTACG 
mut. 9 
EpEX- S102D/L104H-F (smerni) CTGACTGCGATGAGGACGGGCACTTTAAGGCCAAGCAG 
75,6 
EpEX- S102D/L104H-R (protismerni) CTGCTTGGCCTTAAAGTGCCCGTCCTCATCGCAGTCAG 
mut. 10 
EpEX-K108E-F (smerni) GGCTCTTTAAGGCCGAGCAGTGCCAGGG 
75,3 
EpEX-K108E-R (protismerni) CCCTGGCACTGCTCGGCCTTAAAGAGCC 
mut. 12 
EpEX-D130S/T131H/E132R-F (smerni) CAGAAGAACAGACAAGAGCCATAGAATAACCTGCTCTGAGC 
70,7 
EpEX-D130S/T131H/E132R-R (protismerni) GCTCAGAGCAGGTTATTCTATGGCTCTTGTCTGTTCTTCTG 
mut. 17 
EpEX-D158A/K160A/R163A-F (smerni) GCAAGAGAAAAACCTTATGCTAGTGCCAGTTTGGCAACTGCACTTCAGAAGG 
73,6 
EpEX-D158A/K160A/R163A-R (protismerni) CCTTCTGAAGTGCAGTTGCCAAACTGGCACTAGCATAAGGTTTTTCTCTTGC 
 
Začetni oligonukleotidi, uporabljeni za določanje nukleotidnega zaporedja pri analizi uspešnosti mestnospecifične mutageneze, so navedeni v tabeli 3.2. 
Tabela 3.2: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri določanju nukleotidnega zaporedja. 
ime začetnega oligonukleotida (smerni/protismerni) nukleotidno zaporedje začetnega oligonukleotida 
pFastBac –F (smerni) GGATTATTCATACCGTCCCA 
pFastBac –R (protismerni) CCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT 




3.1.1.4 Materiali pri mestnospecifični mutagenezi – QuikChange 
Pri pripravi reakcijskih mešanic za PCR smo uporabili visokoprocesivno polimerazo Phusion (2 U/µl, 
Thermo Scientific, ZDA), 5 × pufer Phusion GC (Thermo Scientific, ZDA), raztopino dNTP (10 mM, 
Fermentas, Latvija) in DMSO (Sigma Aldrich, ZDA). Reakcije PCR smo izvajali z napravama Veriti® 
96-Well Thermal Cycler in  GeneAmp® PCR System 2700 (proizvajalec obeh: Applied Biosystems, 
ZDA). 
Renaturacijo smo izvedli na termobloku Bio TDB-100 (Biosan, Latvija). 
Za restrikcijo matrične DNA smo uporabili restriktazo DpnI s koncentracijo 10 U/µl (Thermo Scientific, 
ZDA). 
3.1.1.5 Materiali pri agarozni gelski elektroforezi (AGE) 
Za pripravo agaroznih gelov smo uporabili agarozo (Sigma Aldrich, ZDA), pufer TAE; pH = 8,0 (40 
mM Tris, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA) in 1-odstotni etidijev bromid (Sigma Aldrich, ZDA). 
Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali 6 × nanašalni pufer (0,25 % bromfenol modro, 0,25 % 
ksilencianol, 15 % fikol tip 4000, 150 mM EDTA). 
Za oceno velikosti lis ločenih vzorcev na gelu smo uporabili velikostna standarda GeneRuler 100 bp 
Ladder in GeneRuler 1 kbp Ladder (Thermo Scientific, ZDA). 
Za ločevanje vzorcev smo uporabili elektroforezne kadičke različnih velikosti iz linije produktov Owl 
Separation Systems (Thermo Scientific, ZDA), za opazovanje rezultatov pa aparaturo za slikanje gelov 
MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Izrael). 
 
3.1.1.6 Materiali pri izolaciji plazmidne DNA 
Za izolacijo plazmidne DNA iz bakterijskih celic, namnoženih v prekonočni kulturi, smo uporabili 
komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, ZDA). 
 
3.1.2 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami 
3.1.2.1 Bakterijska celična linija 
Pri delu smo za pripravo plazmida in povečanje števila njegovih kopij uporabljali bakterije seva E. coli 
DH5α z genotipom F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA 
supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA19. Značilnosti seva so razložene v tabeli 3.3. 
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Tabela 3.3: Razložene značilnosti seva DH5α. 
oznaka v genotipu opis lastnosti 
F- Sev ne vsebuje F-plazmida, ki bi preko pila omogočil horizontalni prenos genov. 
φ80lacZ∆M15 
Sev vsebuje lambdoidni profag φ80, ki nosi delecijo lacZM15, s čimer je 
omogočena alfa-komplementacija in uporaba belo-modrega testa. 
∆(lacZYA-argF)U169 Sev izkazuje večjo odpornost na vodikov peroksid. 
endA1 
Sev ne vsebuje nespecifične endonukleaze I, ki bi plazmid tekom njegove izolacije 
sicer razgradila. To omogoči večji izkoristek pri izolaciji plazmidne DNA. 
recA1 
Inaktivirana oblika proteina RecA (RecA1) zmanjša verjetnost neželenih 
rekombinacij v DNA, ki jo kloniramo. 
hsdR17 (rk-, mk+) 
Mutacija v genu hsdR17 onemogoči delovanje restrikcijske endonukleaze EcoKI, 
ki bi sicer razgradila nemetilirano DNA. 
phoA 
Mutacija v alkalni fosfatazi omogoči preučevanje membranskih proteinov, 
sklopljenih s phoA. 
supE44 
Fagu s t. i. jantarnimi mutacijami omogoči sintezo funkcionalnih proteinov in 
proizvodnjo novih fagnih delcev, saj vsebuje alel, ki kodira za posebno tRNA, s 
katero se fag izogne prehitri terminaciji sinteze proteinov.  
λ- Sev ne vsebuje λ-profagne DNA. 
Thi-1 Sev je avksotrofen za tiamin. 
GyrA96 
Sev vsebuje mutacijo v zapisu za DNA-girazo, kar mu omogoča odpornost proti 
nalidiksni kislini. 
relA19 
Lipidni dvosloj je zaradi akumulacije nevtralnih fosfolipidov znatno občutljivejši 
za osmotski šok in sonifikacijo. 
 
3.1.2.2 Gojišča za bakterijske celice 
Za gojenje bakterijskih celic smo uporabljali standardno tekoče in trdno osnovno gojišče Luria Bertani 
– LB. Selekcijska gojišča smo pripravili tako, da smo avtoklaviranemu gojišču LB aseptično dodali 
antibiotik ampicilin do končne koncentracije 100 µg/ml.  
V enem litru osnovnega tekočega gojišča LB je v destilirani vodi raztopljenih 10 g kazeinskega 
hidrolizata, 5 g kvasnega ekstrakta in 10 g NaCl, vrednost pH pa je umerjena na 8,0. Za pripravo trdnega 
gojišča LB je v prej opisano količino tekočega gojišča pred avtoklaviranjem dodanih še 20 g agarja. 
  





3.2.1 Delo z nukleinskimi kislinami 
3.2.1.1 Izolacija plazmidne DNA 
Plazmidno DNA smo izolirali iz bakterijskih celic seva DH5α, namnoženih v prekonočni kulturi 
tekočega gojišča LB A, s kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, 
ZDA) v skladu s protokolom proizvajalca. Komplet reagentov temelji na selektivni vezavi plazmidne 
DNA, ki se je pri alkalni lizi sprostila iz celic, na silikatni nosilec pri visoki ionski jakosti, kar omogoči 
njeno čiščenje in izolacijo. 
Plazmidno DNA smo izolirali iz 10 ml prekonočne kulture. Celice smo centrifugirali 1 minuto pri 8000 
× g, jih resuspendirali v 250 μl raztopine za resuspenzijo in prenesli v mikrocentrifugirko. Celice v 
suspenziji smo lizirali z 250 μl raztopine za lizo in bazično raztopino nevtralizirali s 350 μl raztopine za 
nevtralizacijo. S 5-minutnim centrifugiranjem pri 12 000 × g se je poleg neliziranih celic in oborjenih 
proteinov na dno posedla tudi kromosomska DNA. Supernatant s plazmidom (600 μl)  smo prenesli na 
kolono Miniprep. Med 1-minutnim centrifugiranjem pri 12 000 × g se je plazmidna DNA zaradi 
interakcij vezala na silikatne nosilce na koloni. Kolono smo v dveh korakih spirali s 700 μl raztopine za 
spiranje (1 min, 12 000 × g), nato pa kolono dodatno osušili s ponovnim 1-minutnim centrifugiranjem 
pri 12a000 × g. Plazmidno DNA smo z 2-minutnim centrifugiranjem pri 12 000 × g eluirali v 50 μl MQ.   
Koncentracijo izolirane plazmidne DNA smo spektrofotometrično pri valovni dolžini 260 nm izmerili 
z NanoDropom, ki nam je omogočil tudi oceno čistosti izolirane DNA. 
 
3.2.1.2 Metoda mestnospecifične mutageneze (PCR QuikChange) 
Za vnos enostavnih točkovnih mutacij v zapis za ng-EpEX smo uporabili različico metode 
mestnospecifične mutageneze QuikChange (slika 3.3). Ključni del metode je natančno načrtovanje para 
komplementarnih začetnih oligonukleotidov, dolgih 30–50 bp, ki želeno mutacijo oz. kombinacijo 
mutacij vsebujeta v sredini njunega nukleotidnega zaporedja. V enem krogu reakcije PCR se v stopnji 
podaljševanja podvoji zaporedje celotnega plazmida. Po določenem številu krogov reakcije PCR 
koncentracija produkta zadostuje za njegov vnos v bakterijske celice s transformacijo. V izogib 
transformacije z matričnim plazmidom brez mutacij je tega predhodno potrebno razgraditi z restriktazo 
DpnI. V novonastalem plazmidu po reakciji PCR ostane zareza, ki jo po transformaciji v celice popravijo 
bakterijski encimi. Zaradi zareze novonastala plazmidna DNA ne more služiti kot matrica v naslednjih 
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krogih verižne reakcije s polimerazo, kar namesto do eksponentnega, kot je to sicer značilno za klasično 
verižno reakcijo s polimerazo,  privede do linearnega naraščanja koncentracije produkta PCR. 
 
Slika 3.3: Shematski prikaz poteka vnosa mutacij z različico metode mestnospecifične mutageneze. Plazmid matrične 
DNA je prikazan s sivo, vanj vstavljen vključek z zapisom za ng-EpEX pa z bledo rumeno. Začetna oligonukleotida sta 
prikazana z modro (protismerni) in rožnato (smerni), točkovna mutacija oz. kombinacija mutacij pa z rdečim križcem. Matrična 
DNA se po restrikciji z DpnI razgradi. DNA, sintetizirana in vitro, je prikazana z vijolično barvo. V zgornjem desnem kotu je 
shematsko prikazan zlepljen plazmid, ki je bil s transformacijo vnesen v kompetentne bakterijske celice seva DH5α. 
 
Vsak izmed treh ključnih korakov metode QuikChange – verižna reakcija s polimerazo (PCR), 
renaturacija produktov PCR in restrikcija matrične DNA z restriktazo DpnI – je podrobneje opisan v 
nadaljevanju.  
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) in vzporedni verižni reakciji s polimerazo z ločenimi začetnimi 
oligonukleotidi (ang. single-primer reactions in parallel – SPRINP) 
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) tradicionalno uporabljamo za pomnoževanje specifičnih 
fragmentov DNA, postala pa je tudi pomembno orodje za manipuliranje z nukleotidnim zaporedjem pri 
načrtovanju novih genskih konstruktov; med drugim tudi pri vnosu mutacij. Tehnika PCR temelji na 
ponavljajočem se zaporedju treh korakov: denaturaciji matrične DNA, prileganju začetnih 
oligonukleotidov na matrico in podaljševanju (sintezi DNA in vitro) s toplotno obstojno polimerazo. 
Posamezne procese usmerja zanje specifična temperatura. 




Različica metode, s katero smo v zapis za ng-EpEX uvajali načrtovane mutacije, se je od klasične 
metode PCR QuikChange (tabela 3.4)43,44 razlikovala v tem, da reakcijski mešanici za PCR nismo dodali 
obeh začetnih oligonukleotidov hkrati. Vzporedno smo pripravili dve ločeni reakcijski mešanici, kjer je 
vsaka vsebovala le enega izmed obeh začetnih oligonukleotidov; smernega ali protismernega (tabela 
3.5)45. PCR je potekal v skladu s temperaturnim programom, prikazanim v tabeli 3.6. 
Tabela 3.4: Primer reakcijske mešanice za klasičen protokol PCR QuikChange. 
komponenta reakcijske mešanice volumen komponente [µl] končna koncentracija v reakcijski mešanici 
MQ 10,6  
5 × pufer GC 4,0 1 × pufer 
DMSO (100 %) 0,6 3,0 % 
dNTP [2,5 mM]  1,6 200,0 µM 
matrična DNA [10 ng/µl] 1,0 0,5 ng/ µl 
protismerni začetni oligonukleotid [10 µM] 1,0 0,5 µM 
smerni začetni oligonukleotid [10 µM] 1,0 0,5 µM 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,2 0,02 U/µl 
Skupni volumen 20,0 
 
 
Tabela 3.5: Primer reakcijske mešanice za eno izmed dveh vzporednih reakcij pri različici metode mestnospecifične 
mutageneze SPRINP. 
komponenta reakcijske mešanice volumen komponente [µl] končna koncentracija v reakcijski mešanici 
MQ 11,6  
5 × pufer GC 4,0 1 × pufer 
DMSO (100 %) 0,6 3,0 % 
dNTP [2,5 mM]  1,6 200,0 µM 
matrična DNA [10 ng/µl] 1,0 0,5 ng/ µl 
protismerni/smerni začetni oligonukleotid 
[10 µM] 
1,0 0,5 µM 
DNA-polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,2 0,02 U/µl 
Skupni volumen 20,0 
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Tabela 3.6: Temperaturni program za vnos mutacije s z mestnospecifično mutagenezo. 
korak temperatura [°C] čas 
začetna denaturacija DNA 98 2 min 
25 ciklov 
pomnoževanja 
denaturacija 98 30 s 
prileganje 68 20 s 
podaljševanje 72 12 min 
hlajenje 4 ∞ 
 
Renaturacija mešanice produktov posameznih paralelnih reakcij PCR 
Po poteku reakcije PCR je bila v vsaki reakcijski mešanici prisotna kombinacija nepodvojene matrične 
nemutantne DNA ter hibrida matrične in novonastale mutantne DNA (slika 3.4-a). Vzporedni mešanici, 
v katerih je s posameznim začetnim oligonukletidom reakcija PCR potekala ločeno, smo združili in 
plazmidno DNA denaturirali s petminutnim segrevanjem pri 95 °C, nato pa s počasnim ohlajanjem do 
35 °C plazmidno DNA renaturirali. Potek renaturacije in kombinacije dvoverižne plazmidne DNA, ki 
smo jih dobili po renaturaciji, so prikazane na sliki 3.4. 
 
Slika 3.4: Shema kombinacij verig DNA plazmida pred, med in po renaturaciji. (a) Produkti PCR v mešanici s smernim 
začetnim oligonukleotidom (levo) in protismernim začetnim oligonukleotidom (desno). (b) Enoverižne molekule DNA, ki 
nastanejo pri denaturaciji mešanice produktov PCR obeh vzporednih reakcij. (c) Možne kombinacije prileganja verig 
plazmidne DNA po renaturaciji. Barvne oznake se ujemajo z elementi na sliki 3.3 (prirejeno po ref. 46). 




Restrikcija matrične DNA z restriktazo DpnI 
Bakterijske celice svojo DNA naravno metilirajo in jo tako zaščitijo pred lastnim restrikcijsko-
modifikacijskim sistemom, ki jih prvenstveno varuje pred namnožitvijo bakteriofagne DNA.  Pri 
mestnospecifični mutagenezi se DNA sintetizira in vitro – v odsotnosti bakterijskih metiltransferaz – 
zato novonastala DNA ostane nemetilirana. Restriktaza DpnI cepi tarčno zaporedje nukleotidov GATC, 
pri čemer mora biti adeninska baza za uspešno prepoznavo restriktaze metilirana. Restriktazo DpnI 
lahko torej uporabljamo za tarčno razgradnjo matrične metilirane DNA. Ta korak je pri mestnospecifični 
mutagenezi ključen za ločevanje novonastale plazmidne DNA z mutiranimi zapisi od matrične z 
zapisom za nemutirano obliko ng-EpEX (slika 3.5). 
 
 
Slika 3.5: Shematski prikaz restrikcije matrične DNA z DpnI v renaturirani mešanici. S črtkano črto so prikazane verige 
DNA, ki jih DpnI zaradi prepoznave metiliranega zaporedja razgradi. Barvne oznake se ujemajo z elementi na sliki 3.3 
(prirejeno po ref. 46). 
 
Restrikcijske mešanice smo pripravili tako, da smo neposredno v renaturirano reakcijsko mešanico po 
PCR dodali 2 U DpnI in inkubirali pri 37 °C dve uri. S pripravljeno raztopino plazmidne DNA smo 
transformirali bakterije. 
3.2.1.3 Ločitev in analiza DNA z agarozno gelsko elektroforezo (AGE) 
Agarozna gelska elektroforeza je tehnika, s katero molekule nukleinskih kislin v vzorcu med seboj 
ločujemo na podlagi razlik v njihovi velikosti in obliki. Ogrodje nukleinskih kislin je zaradi fosfatnih 
skupin negativno nabito, zato molekule DNA v električnem polju skozi agarozni gel potujejo proti anodi 
– pozitivno nabiti elektrodi. Večje molekule DNA, ki niso dodatno zvite, skozi gel v primerjavi z 
manjšimi in dodatno zvitimi molekulami potujejo počasneje. Na hitrost potovanja poleg oblike in 
velikosti molekul vplivata tudi stopnja zamreženosti gela in jakost električnega polja. Položaj molekul 
DNA v gelu detektiramo z etidijevim bromidom, ki se interkalira v dvojno vijačnico in ob vzbujanju z 
ultravijolično svetlobo fluorescira v  oranžnem območju vidnega dela spektra.  
Ustrezno maso agaroze smo ob segrevanju raztopili v pufru TAE. V nekoliko ohlajeno raztopino smo 
dodali sicer na toploto občutljiv etidijev bromid, gel vlili v kadičko in vstavili glavničke za nanos 
MATERIALI IN METODE 
25 
 
vzorcev. Masni delež agaroze v vseh pripravljenih gelih je bil 1 %, količina etidijevega bromida je 
znašala 5 µl/100 ml gela. Gel smo oblili s pufrom TAE, standard velikosti in vzorce s predhodno 
dodanim nanašanlnim pufrom nanesli na gel in kadičko priklopili na vir konstantne napetosti 10 V/cm 
gela. 
3.2.1.4 Analiza vnosa mutacij z določanjem nukleotidnega zaporedja 
Prisotnost vnosa mutacij smo preverili z določanjem nukleotidnega zaporedja z metodo po Sangerju, ki 
temelji na PCR, kjer reakcijska mešanica poleg dNTP vsebuje tudi fluorescenčno označene ddNTP. 
Slednji replikacijo ustavijo, s kapilarno elektroforezo pa lahko ločimo posamezne različno dolge 
fragmente novonastale DNA, ki na koncu zaporedja vsebujejo glede na dušikovo bazo ustrezno 
fluorescenčno označen ddNTP.  
V skupnem volumnu 10 µl smo zmešali 5 µl smernega oz. protismernega začetnega oligonukleotida 
(tabela 3.2) s koncentracijo 5 µM in 400 – 500 ng izoliranega plazmida pFastBac1, v vključku katerega 
smo želeli preveriti prisotnost mutacije. Določanje nukleotidnega zaporedja je izvedlo nemško podjetje 
GATC Biotech. 
3.2.2 Delo z bakterijskimi celicami 
3.2.2.1 Transformacija bakterijskih celic  
Transformacija je proces, pri katerem so kompetentne bakterijske celice ob npr. toplotnem šoku (lahko 
pa tudi z elektroporacijo) iz okolja sposobne privzeti manjše molekule DNA – npr. plazmide.  
V namen pomnožitve plazmida, v katerega je bila tekom PCR vnesena želena kombinacija mutacij, smo 
celice s plazmidom transformirali.  
Kompetentnim celicam DH5α (100 µl), ki so bile shranjene pri -80 °C, smo po počasnem odtajanju na 
ledu dodali 10 µl raztopine reakcijske mešanice PCR, v kateri je bila matrična DNA razgrajena z 
restriktazo DpnI. Po 30-minutni inkubaciji na ledu smo v vodni kopeli s temperaturo 42 °C izvedli 45-
sekundni toplotni šok in celice nadaljnji 2 minuti ponovno inkubirali na ledu. Celicam smo aseptično 
dodali 900 µl gojišča LB. Po 60 minutah stresanja pri 37 °C in 150 rpm smo celice odcentrifugirali, jih 
resuspendirali v 100 µl gojišča in namazali na agarne plošče LB A. Plošče smo preko noči inkubirali pri 
37 °C. 
 




3.2.2.2 Priprava prekonočne kulture bakterijskih celic 
Prekonočno kulturo smo pripravili tako, da smo v 10 ml tekočega gojišča LB (oz. LB A) s sterilnim 
zobotrebcem s trdnega gojišča aseptično nacepili celice ene bakterijske kolonije in stresali preko noči 
pri 37 °C in 150 rpm. Celice iz prekonočne kulture smo nadalje uporabili za izolacijo plazmida ali 
pripravo trajnih bakterijskih kultur. 
3.2.2.3 Priprava trajnih bakterijskih kultur 
Za pripravo trajne bakterijske kulture, ki vsebuje plazmid z zapisom za želeni mutantni protein, smo v 
300 µl 80 % glicerola odpipetirali 700 µl suspenzije tekočega gojišča LB A s celicami iz predhodno 
pripravljene prekonočne kulture. Glicerol v tako pripravljeni mešanici zmanjša možnost nastanka 
vodnih kristalov, ki pri zamrzovanju poškodujejo celične strukture. Tako pripravljeno kulturo smo 





Potek eksperimentalnega dela je prikazan na spodnji shemi (slika 4.1). 
 
Slika 4.1: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela. 
 
4.1 Izbira mutantnih konstruktov EpEX za nadaljnjo 
analizo  
Izmed predhodno načrtovanih 28 mutantnih proteinov – vsak z eno do štirimi točkovnimi mutacijami 
aminokislinskih ostankov na površini EpCAM (Tomaž Žagar, Katedra za biokemijo, UL FKKT) – smo 
se odločili za pripravo zunajceličnih delov tistih, ki so glede na divji tip izkazovali največji (mut. 4, mut. 
10 in mut. 17) oz. najmanjši (mut. 9 in mut. 12) potencial za dovzetnost cepitve in vivo. Kombinacije 
točkovnih mutacij in njihov položaj na površini EpEX so prikazani v tabeli 4.1 in na slikah 4.1 in 4.3.




Tabela 4.1: Seznam mutacij posameznih mutantnih proteinov EpEX. 
oznaka mutanta kombinacija točkovnih mutacij položaj na površini EpEX obseg cepitve glede na divji tip 
4 N42A, N43S, R44E, Q45A N-končna domena večji 
9 S102D, L104H TY-domena manjši 
10 K108E TY-domena večji 
12 D130S, T131H, E132R TY-domena manjši 





Slika 4.2: Shematski prikaz položaja posameznega seta mutacij v zapisu za mutantno obliko ng-EpEX. Posamezne 
domene EpEX (ND, TY in CD) so prikazane pod zapisom za ng-EpEX v barvah, ujemajočih z domensko sestavo, prikazano 
na sliki 1.2. Barvne oznake točkovnih mutacij se na seznamu za posamezni mutant ujemajo s shemo zapisa za ng-EpEX. Z 








Modeli struktur dimerov mutantnih ng-EpEX  se nadaljujejo na naslednji strani. 






Slika 4.3: Prikaz lokacije posameznega seta mutacij na površini dimernih mutantnih ng-EpEX. N-končna domena je 
obarvana zeleno, TY-domena modro in C-končna domena rožnato. Pri mutantu z oznako 9 je set mutacij zaradi boljše 





4.2 Optimizacija metode mestnospecifične mutageneze 
Zaradi neuspešnosti dela s klasično metodo QuikChange (tabela 3.4) smo za mutanta z oznako 4 testirali 
različne pogoje, za katere smo predvideli, da vplivajo na uspešnost vnosa mutacij; temperaturo 
prileganja, dodatek DMSO, koncentracijo matrične DNA in ločitev skupne reakcijske mešanice v dve 
vzporedni – vsako s svojim začetnim oligonukleotidom (metoda SPRINP). 
Pogoji, ki smo jih testirali, so prikazani v tabeli 4.2. 
Tabela 4.2: Testni pogoji za namen izboljšanja uspešnosti metode mestnospecifične mutageneze QuikChange. Smerni 
začetni oligonukleotid je označen s črko »F« in protismerni s črko »R«. 













1 10 ng 3 % 70 °C F in R ne 
2 10 ng 3 % 68 °C F in R ne 
3 10 ng 3 % 66 °C F in R ne 
4 10 ng 5 % 68 °C F in R ne 
5 10 ng 10 % 68 °C F in R ne 
6 50 ng 3 % 68 °C F in R ne 
7. 1 10 ng 3 % 70 °C F 
da 
7. 2 10 ng 3 % 70 °C R 
8. 1 10 ng 3 % 68 °C F 
da 
8. 2 10 ng 3 % 68 °C R 
9.1 10 ng 3 % 66 °C F 
da 
9.2 10 ng 3 % 66 °C R 
 
Preden smo celice transformirali z renaturiranimi in razrezanimi produkti PCR, smo z ločitvijo vzorcev 
na agaroznem gelu (slika 4.4) preverili, ali reakcijska mešanica vsebuje plazmidno DNA. Pri vseh 
vzorcih smo opazili začetne oligonukleotide in/ali nespecifično pomnožene produkte, pri vzorcih 6, 7, 
8 in 9 pa lise, ki bi lahko ustrezale plazmidu (~ 5500 bp). Razmazanost lise je verjetno posledica 
konkatemernih struktur, ki so nastale med podvojevanjem in vitro. 
 
Slika 4.4: Produkti PCR z različnimi pogoji po vnosu mutacij v ng-EpEX-mut.4 z mestnospecifično mutagenezo po 
renaturaciji ter restrikciji z DpnI. V prvi žepek 1-odstotmega gela smo nanesli velikostno lestvico (ST) 1 kb, v ostale 
žepke (1–9) pa renaturirane in razrezane produkte verižne reakcije s polimerazo, ki je potekala pri pogojih, navedenih v tabeli 
4.2. 




Po transformaciji celic s testnimi reakcijskimi mešanicami smo bakterijske kolonije na ploščah opazili 
pri testnih pogojih št. 6, 7, 8 in 9, največjo uspešnost transformacije pa smo ugotovili pri reakcijski 
mešanici št. 8 – začetna oligonukleotida, ločena v posameznih reakcijskih mešanicah za PCR s 
temperaturo prileganja 68 °C. Te pogoje smo uporabili za pripravo mutantnih zapisov tudi za ostale 
konstrukte (mut. 9, 10, 12 in17).  
Z določanjem nukleotidnega zaporedja smo potrdili vnos mutacije za mutanta z oznakama 9 in 12, 
medtem ko pri mutantih z oznakama 4 in 17 do zamenjave želenih baznih parov ni prišlo (slika 4.5). Za 
mutanta z oznako 10 iz pridobljenega kromatograma kapilarne elektroforeze ni bilo mogoče enoznačno 













Slika 4.5: Odseki poravnav pripravljenih plazmidov po mestnospecifični mutagenezi s pričakovanim zaporedjem na 
mestu vnosa mutacij. Pri vsaki poravnavi se v zgornji vrstici nahaja pričakovano zaporedje po vnosu mutacij, v spodnji vrstici 





Proteoliza transmembranskih proteinov je natančno uravnavan mehanizem, preko katerega celica 
komunicira s svojim okoljem. Molekulam, podvrženim cepitvam z različnimi tipi šedaz, lahko po 
odcepitvi zunajcelične domene, γ-sekretazni kompleks v procesu RIP odcepi tudi znotrajcelično 
domeno. Ker gre večinoma za cepitve adhezijskih in tirozinkinaznih receptorskih molekul, zaporedje 
cepitev privede do prekinitve celičnega stika, kar se odraža v povečanju mobilnosti celice, lahko pa se 
novonastali fragmenti – tako znotrajcelični kot tudi zunajcelični – kot biološko aktivni efektorji vključijo 
v celične signalne poti. 
Kljub različnim strukturnim značilnostim okoliških domen so domene, podobne SEA, skupne številnim 
nenujno sorodnim transmembranskim proteinom, podvrženim odcepitvi zunajcelične domene. Zdi se, 
da je osnovni princip uravnavanja odcepitve zunajcelične domene, ki privede do neke uravnane 
posledice v celici, skupen. Taki proteini se v celici nahajajo v dveh različnih konformacijah, pri čemer 
je ena za cepitev proteaze občutljiva, za drugo pa je značilno, da je cepitveno mesto skrito v strukturo 
proteina (velikokrat del domene, podobne SEA) in zaradi tega za cepitev neobčutljivo. Mehanizmi 
prehoda proteina v konformacijo, dostopno cepitvenim encimom, so različni – od mehanskega dražljaja 
do interakcije z drugimi molekulami in oligomernega stanja proteina. 
Povečan obseg proteolize je pogosto povezan  s patološkimi spremembami v tkivu, npr. s povečanim 
izražanjem onkogenov pri obsežnejši cepitvi EpCAM. V zadnjem času postaja zmanjšanje obsega 
cepitve transmembranskih proteinov čedalje pomembnejše področje zanimanja z vidika razvoja novih 
terapevtskih pristopov, ki prvenstveno temeljijo na inhibiciji proteazne aktivnosti ali preprečevanju 
dostopa proteaz do cepitvenih mest substratnih proteinov. Testiranje inhibitorjev proteaz je nakazalo na 
njihovo razmeroma omejeno uporabnost zaradi številnih stranskih učinkov, saj so tarčne proteaze 
pogosto vpletene v številne med seboj nenujno povezane procese. Z vidika specifičnosti terapevtskega 
efekta se je bolj perspektivno osredotočiti na blokiranje specifičnega kontakta med transmembranskim 
proteinom in proteazo s protitelesi. Predlagano je bilo, da bi bile zanimive tarče protiteles ravno 
proteolitična stikala v tisti konformaciji, ki je šedazam dostopna. Z njihovim maskiranjem s protitelesi 
bi lahko preprečili interakcijo s proteaznimi encimi in tako zmanjšali obseg cepitve41.  
Tako pridemo do vprašanja, kako bi lahko zmanjšali obseg cepitve EpCAM z namenom zmanjšanja 
signaliziranja preko β-kateninske poti in posledično zmanjšanja mobilnosti celic. Ker se cepitveno mesto 
šedaznih encimov nahaja znotraj dimerizacijske površine, je EpCAM za cepitev občutljiv v svoji 
monomerni obliki. Znano je, da so dimeri EpCAM v manj stabilni pri nižjih vrednostih pH11, ki so sicer 
značilna tudi za rakavo spremenjena tkiva46. Po analogiji z zgoraj omenjenim predlogom priprave 
protiteles proti proteolitičnem stikalu transmembranskega proteina, bi to za EpCAM pomenilo pripravo 
protiteles proti njegovi monomerni obliki, ki bi prekrila izpostavljeno cepitveno mesto. Ker na obseg 




dimerizacije in posledično cepitve verjetno vpliva veliko zaenkrat še neznanih dejavnikov, je te v izogib 
stranskih učinkov potrebno predhodno identificirati in preučiti. Prav tako zaradi kompleksnosti 
vključenosti številnih procesov v metabolizem in signaliziranje rakavo spremenjenih celic takšna 
terapija sama po sebi za učinkovito okrevanje verjetno ne bi zadostovala. 
Za razumevanje cepitve EpCAM v smislu vključenosti regij njegove površine v potencialne interakcije, 
smo želeli pripraviti mutantne ng-EpEX, ki izkazujejo povečan oz. zmanjšan obseg cepitve glede na 
divji tip in vivo. 
Točkovne mutacije na površini EpEX so bile načrtovane tako, da niso sovpadale niti z dimerizacijsko 
površino niti z identificiranimi cepitvenimi mesti proteaz TACE in BACE1 (slika 5.1)12,26. 
 
Slika 5.1: Prikaz razporejenosti setov mutacij po površini ng-EpEX in cepitvenih mest proteaz TACE in BACE1. Barvne 
oznake mutacij posameznih mutantnih proteinov se ujemajo s slikama 4.2 in  4.3. Cepitveni mesti proteaze TACE α1in α2 sta 
obarvani belo, cepitveno mesto proteaze BACE1 β1 pa črno.  
 
Ključ načrtovanja zamenjave aminokislinskih ostankov je bila sprememba njihovih lastnosti (naboja, 
polarnosti), ki bi prekinila privlačne sile med zunajceličnim delom EpCAM in njegovimi morebitnimi 
interakcijskim partnerji. 
Interakcijski partnerji bi na obseg cepitve lahko vplivali na različne načine. Ker je znano, da je EpCAM 
v večjem obsegu cepljen, če se nahaja v monomerni obliki, je možno, da interakcijski partnerji 
sodelujejo pri stabiliziranju oz. destabiliziranju cis-dimerov EpCAM. Verjetno bi bilo tudi, da 
interakcijski partnerji neposredno sodelujejo pri cepitvi EpCAM ali pa njegovo lokalno koncentracijo 




Metode mestnospecifične mutageneze v zadnjih dveh desetletjih predstavljajo enega pomembnejših 
orodij za pripravo zapisov za mutantne oblike proteinov v namen študija njihove strukture in funkcije47. 
Številne metode temeljijo na verižni reakciji s polimerazo47,48,49, za eno bolj uveljavljenih pa se je 
izkazala metoda QuikChange43. 
V okviru diplomskega dela nam je uspelo ugotoviti, da klasična metoda QuikChange za vnos mutacij z 
uporabo naših načrtovanih začetnih oligonukleotidov (tabela 3.1) ne poteče uspešno. Odločili smo se za 
testiranje različnih pogojev, ki bi potencialno lahko pripomogli k izboljšanju uspešnosti metode. 
Pri računanju talilne temperature mutantnih začetnih oligonukleotidov nismo upoštevali zamenjanih 
nukleotidov, ki se na matrico ne prilegajo. Vpliv temperature prileganja smo testirali, saj ni mogoče 
povsem natančno trditi, kolikšen delež začetnega oligonukleotida se dejansko prilega na matrico; to še 
posebej velja za sete mutacij, ki pri prileganju začetnih oligonukleotidov na matrično DNA med 
posameznimi nekomplementarnimi baznimi pari vsebujejo prilegajočo se regijo (mutanta z oznakama 9 
in 17). 
S povečanjem koncentracije DMSO smo želeli razrešiti morebitne sekundarne strukture, ki bi nastale na 
območjih, bogatih z nukleotidnimi pari G–C.  
Ker količina produkta reakcije QuikChange PCR ne narašča eksponentno, pač pa linearno, smo 
izkoristek želeli izboljšati s povečanjem koncentracije matrične DNA. 
Zaradi popolne komplementarnosti začetnih oligonukleotidov je v reakcijski mešanici možnost parjenja 
med njimi zelo velika in reakcija posledično poteče s slabšim izkoristkom. S to problematiko se je 
srečalo že več raziskovalnih skupin, ki so razvile različne načine za izboljšanje izkoristka metode 
QuikChange50,51,52. Edelheit s sod. je l. 2009 predstavil modifikacijo metode QuikChange, s katero se je 
prileganju začetnih oligonukleotidov izognil z njuno ločitvijo v posamezni reakcijski mešanici – 
SPRINP45. Po poteku reakcije je produkte PCR iz obeh reakcijskih mešanic zmešal in združeno 
plazmidno DNA pred restrikcijo z DpnI renaturiral45. Ta postopek se je izmed testiranih pri našem delu 
izkazal za najučinkovitejšega. 
Z analizo določenega nukleotidnega zaporedja vključka smo ugotovili, da se na plošči poleg bakterijskih 
kolonij, ki vsebujejo plazmid z zapisom za mutantni ng-EpEX, nahajajo tudi takšne, ki vsebujejo zapis 
za nemutantni ng-EpEX. Verjetno je šlo za posledico nezadostne razgradnje matrične DNA z DpnI. V 
nadaljevanju bi se bilo smiselno lotiti optimiziranja koncentracije DpnI in časa razgradnje matrične 
DNA, tako da bi na plošči v čim večjem deležu zrasle kolonije, ki bi vsebovale plazmid z zapisom za 
ng-EpEX, v katerega je bila mutacija uspešno vnesena. 
Z nadaljnjim eksperimentalnim delom bi optimizirani postopek mestnospecifične mutageneze uporabili 
za vnos načrtovanih mutacij v ng-EpEX za mutante z oznakami 4, 10 in 17. Mutantne proteine bi izrazili 




v bakulovirusnem ekspresijskem sistemu in z metodo cirkularnega dikroizma ugotovili, ali vnesene 
mutacije signifikantno vplivajo na pravilnost zvijanja in stabilnost sekundarnih struktur neglikozilirane 
oblike zunajceličnega dela EpCAM. S tem bi potrdili ali ovrgli hipotezo, da so posamezni deli površine 
EpEX, spremenjeni v načrtovanih mutantnih proteinih, vpleteni v cepitev EpCAM s proteazama TACE 
oz. BACE1. 
Vsekakor pa so v primeru preučevanja procesov cepitve transmembranskih proteinov ključne študije in 
vivo; predvsem zaradi prepletenosti procesov proteolize, lociranih v različnih celičnih razdelkih, 
pomembnosti vključenosti transmembranske regije tako cepljenih proteinov kot tudi proteaznih 





V okviru diplomskega dela nam je uspelo: 
 Pripraviti vpogled v aktualne pristope študija cepitve transmembranskih proteinov s proteazami, 
ki sprožijo signalno kaskado dogodkov v celici (test SNAPS); 
 
 optimizirati postopek uvajanja mutacij z metodo mestnospecifične mutageneze (PCR 
QuikChange) in 
 
 pripraviti trajne celične kulture s plazmidom pFastBac1, ki vsebuje zapis za mutantno obliko 
ng-EpEX mut. z oznakama 9 in 12  (s seti mutacij v tiroglobulinski domeni EpCAM) za 
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